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Благодаря своей структуре и высокой биоло-
гической совместимости полиýтилентерефталат 
(ПЭТФ) перспективен для применения в офталь-
мологии [1–3], а также широко используется в 
кардиохирургии в качестве материала для про-
тезирования сосудов [4]. Тем не менее существу-
ющие медицинские изделия из ПЭТФ далеки от 
совершенства. Современные технологии позво-
ляют получать нанопористые пленки ПЭТФ (так 
называемые трековые мембраны, ТМ) [5], кото-
рые можно считать (в первом приближении) про-
тотипом базальных мембран капилляров. Полная 
ýнергия поверхности ТМ из ПЭТФ составляет 
примерно 32 мДж/м2 [6], поýтому степень его 
смачиваемости не всегда соответствует требова-
ниям к имплантатам [7]. 
Атмосферная низкотемпературная плазма 
(АНП)  является источником свободных ради-
калов, гидроксильных групп, атомов и ионов 
кислорода, кислородосодержащих молекул, за-
ряженных частиц и фотонов, что может быть 
использовано для модификации поверхности по-
лимерных материалов. Полезные свойства АНП – 
ýто малая глубина проникновения ее частиц в 
материал, способствующая изменению свойств 
только его поверхности без значительных тепло-
вых ýффектов [8–10]. При ýтом из работ [11, 12] 
известно, что модификация поверхности ряда ор-
ганических материалов (ПЭТФ,  полипропилен, 
непредельные каучуки) азотной плазмой сопро-
вождается образованием на их поверхности азот-
содержащих групп, повышающих смачиваемость 
и биосовместимость полимеров. 
Среди методов стерилизации полимерных из-
делий медицинского назначения следует отметить 
стерилизацию ионизирующим излучением, широ-
ко применяемую в медицинской практике [13]. 
Тем не менее, несмотря на относительную безо-
пасность Ȗ-стерилизации, существует риск нару-
шения структуры тонких полимерных пленок с 
выделением токсичных мономеров ýтиленглико-
ля. Также отмечается  изменение поверхностных 
и объемных свойств полимерных материалов при 
воздействии высокоýнергетического излучения и 
плазменной обработки [14].
Согласно ГОСТ ISO 10993-5-2011, исследова-
ние in vitro биосовместимости клеточной культу-
ры с модифицированными материалами биомеди-
цинского назначения является одним из первых 
ýтапов тестирования рисков их применения [15].
Цель работы – исследование влияния поверх-
ностных свойств ТМ на основе ПЭТФ после воз-
действия АНП и ионизирующего Ȗ-излучения 
радионуклида 60Co на морфофункциональную 
реакцию культуры пренатальных стромальных 
клеток человека.
ʛτ;φʟψτ΄Д ψ ʛφ;̈́ΰД 
ТМ были получены при облучении пленки 
ПЭТФ потоком тяжелых ионов 40Ar+8 (максималь-
ная ýнергия 41 МýВ) с последующей химической 
обработкой раствором NaOH при температуре 
травления 72–82 °С. Модификацию поверхности 
ТМ проводили в НИ ТПУ, согласно [16], с ис-
пользованием ýкспериментальной установки для 
получения АНП на основе барьерного разряда. 
Время воздействия плазмы на каждую поверх-
ность мембраны достигало 30 с.
ТМ стерилизовали Ȗ-лучами радионуклида 
60Со в дозах 1 и 10 кГр (Si). В серии ýкспериментов 
Ȗ-облучение проводилось до и после обработки 
АНП, что позволило оценить влияние последо-
вательности воздействий на изменение основных 
характеристик исследуемых ТМ. ТМ после воз-
действия АНП хранились на воздухе, после воз-
действия Ȗ-лучами – в специальных пакетах для 
стерилизации. Изображения ТМ получали с ис-
пользованием сканирующей  ýлектронной микро-
скопии (СЭМ), Hitachi S3400N Type II (Япония), 
и атомно-силовой микроскопии (АСМ).
Топографию поверхности изучали на ком-
плексном корреляторе спектральных, оптических 
и топографических свойств объектов Centaur 
HR (Россия). Шероховатость поверхности оце-
нивали с помощью программного обеспечения 
Gwyddion.
Контактный угол смачивания поверхности ТМ 
(точность измерения  ± 0,1°) измеряли на 1-, 3-, 
7-, 14- и 21-е сут при помощи прибора KRUSS 
Easy Drop DSA 20 (Германия) при температуре 
(25 ± 2) °C с применением деионизованной воды 
(șW0 ) или глицерина (șg0). Полную поверхностную 
ýнергию (ıs), ее дисперсионную (ıds) и полярную 
(ıps) составляющие вычисляли по методу Оуýнса – 
Вендта – Рабел – Кýлби (ОВРК) [17] 
                                                   .      (1)
Полярность мембран, как долю полярной ком-
поненты в суммарной поверхностной ýнергии, 
определяли по формуле [18]:
                     p Ě ıps  » ıs.                      (2)
                                      (1)
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Инфракрасные (ИК) спектры исходных, моди-
фицированных и стерилизованных ТМ получали 
с помощью ИК-Фурье спектрометра Nicolet 5700 
(США).
Культура клеток. Исследование in vitro био-
совместимости ТМ проводили по методике, ранее 
описанной в работах [19, 20]. Для тестирования 
ТМ использовали поддерживаемую ex vivo линию 
FL-42 пренатальных стромальных клеток (ПСКч), 
первоначально выделенную из легкого 11-недель-
ного ýмбриона человека (ООО «Банк стволовых 
клеток», г. Томск). Клетки после разморажива-
ния сохраняют  при пассажах стабильный ка-
риотип и онкогенную безопасность, прилипают 
к пластиковой подложке, принимают фибро- 
бластоподобную морфологию и способны диф-
ференцироваться в фибробласты или остеобла-
сты [21]. Жизнеспособность клеток после размо-
раживания, определяемая согласно ISO 10993-5 в 
тесте с 0,4%-м трипановым синим, составила 94%.
Модифицированные ТМ с линейными разме-
рами 10 × 10 мм2 помещали в лунки 24-луноч-
ных культуральных планшетов (Orange Scientific, 
Бельгия). ТМ  занимали 60% площади поверх-
ности лунок. В каждой группе было по три ма-
трикса. Контрольной группой считалась культура 
ПСКч  на пластиковой поверхности культураль-
ных планшетов без добавления ТМ. В лунки до-
бавляли по 1 мл безклеточной культуральной 
среды либо 3 × 104 жизнеспособных ПСКч в 1 мл 
культуральной среды следующего состава (Sigma, 
США): 80% среды ДМЕМ/F12 (1 : 1), 20% сыво-
ротки крови ýмбрионов коров, 280 мг/л L-глута-
мина, 50 мг/л гентамицина.
Через 72 ч культивирования при температуре 
37 ɨС и влажности 100% ТМ удаляли пинцетом, 
собирали надосадочную часть (супернатанты) 
клеточных культур с последующим центрифу-
гированием в течение 10 мин при 500 g. Актив-
ность щелочной фосфатазы (ЩФ), концентрацию 
общего и свободного кальция, неорганического 
фосфата и калия в межклеточной жидкости вы-
являли на биохимическом анализаторе Konelab60i 
(США) с применением стандартного фотометри-
ческого метода при помощи специализированных 
наборов Thermo Fisher Scientific Inc. (США).
Планшеты сушили в течение 24 ч на воздухе 
при комнатной температуре. Клетки, адгезиро-
ванные в пластиковой поверхности планшетов во-
круг ТМ, фиксировали парами формалина в тече-
ние 30 с для проведения иммуноцитохимической 
(ИЦХ) окраски на виментин. Для окраски клетки 
фиксировали и пермеабилировали в холодном 
(–20 оС) метаноле в течение 1 мин. ИЦХ исследо-
вание осуществляли с использованием мышиных 
моноклональных антител к человеческому вимен-
тину (clone  V9, Novocastra™, Великобритания) 
при разведении 1 : 500. Визуализацию проводили 
с помощью набора Novolink™ Polymer Detection 
Systems (Великобритания) на основе рекомендо-
ванного производителем иммунопероксидазного 
метода. Меткой иммунной реакции (специфиче-
ская коричневая окраска участков в цитоплаз-
ме клеток) служил 3,3-диаминобензидин (DAB). 
ИЦХ манипуляции на ТМ не проводили вслед-
ствие их недостаточной оптической прозрачно-
сти, не позволившей зафиксировать слабые изме-
нения в окраске цитоскелета.
Статистический анализ. Результаты обраба-
тывали с применением программы Statistica 10.0 с 
расчетом следующих параметров распределений: 
для физических параметров – величины сред-
него значения М, стандартного отклонения SD, 
ошибки среднего m, для биологических пара-
метров – медианы, 25- и 75-го квартилей Me 
(Q1–Q3). Оценка статистической значимости 
различий проводилась с применением параметри-
ческого t-критерия Стъюдента (Pt) или непара-
метрического критерия Манна – Уитни (U-тест, 
PU). Различия считали статистически значимыми 
при р < 0,05. 
ʟφχʹ΄Е;τ;Д ψ ̈́υʠʹʕΰφ΅ψφ
Согласно СЭМ (рис. 1), субмикронные поры 
(средний диаметр  0,5 мкм) на поверхности ТМ 
расположены относительно равномерно с  высо-
кой плотностью распределения (5 × 108 пор/см2 
поверхности). На поверхности мембраны имеют-
ся дефекты неправильной формы, полученные в 
результате Ȗ-облучения, которые определяются 
на СЭМ (рис. 1, с, указано стрелкой) и изобра-
жениях АСМ (рис. 2). 
Относительная площадь (%) дефектных зон 
ТМ, рассчитанная как отношение площади де-
фектных ýлементов к общей площади исследуе-
мой области и представленная в табл. 1, не зави-
села от дозы облучения. Статистически значимых 
различий дефектов  ТМ при облучении дозами 
1 и 10 кГр не обнаружено (р > 0,05).
Обработка АНП в отличие от Ȗ-стерилиза-
ции приводила к значительному (более чем в 
4 раза) увеличению индекса шероховатости Ra 
по сравнению с исходными образцами (табл. 2). 
В свою очередь, комбинация АНП + Ȗ-стерили-
зация практически нивелировала нежелательный 
ýффект плазменной обработки на рельеф ТМ по-
верхности. 
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̈́ЮЧѴЧЬТЪ˟Ь˞Х  ЯЂТЂ˟Ч
Рис. 1. Электронно-микроскопическое изображение поверхности исходной ТМ (а), ТМ после плазменной 
модификации (b) и после стерилизации дозой 1 кГр (c)
Fig. 1. Electron microscopic image of the surface of the original TM (a), TM after plasma modification (b) and after 
sterilization with a dose of 1 kGy (c)
Рис. 2. Топография поверхности исходных ТМ (а), после плазменной модификации (b), после стерилизации 
(1 кГр) исходных (c) и плазменно модифицированных ТМ (d)
Fig. 2. Surface topography of original TM (a), after plasma modification (b), after sterilization (1 kGy) of source (c) 
and plasma-modified TM (d)
Т а б л и ц а  1 
T a b l e  1
Относительная площадь (%) и глубина дефектов ТМ после Ȗ-стерилизации модифицированных и не модифицированных 
плазмой образцов, M ± m 






Без плазменной обработки 
Without plasma treatment




Relative area of defects, %
Глубина дефекта, мкм 
Depth of defects, µm
Относительная площадь 
дефектов, % 
Relative area of defects, %
Глубина дефекта, мкм 
Depth of defects, µm
1 7,9 ± 0,9 4,25 ± 1,1 8,1  ±  0,4р > 0,47
4,06 ± 2,8
р > 0,51
10 6,1 ± 1,3 3,87 ± 2,3 8,1  ± 0,9р > 0,32
4,11 ± 0,7
р > 0,18
П р и м е ч а н и е: p – уровень статистической значимости различий по сравнению с необработанными плазмой 
стерилизованными образцами.
N o t e: p – the level of statistical significance of differences compared to untreated plasma sterilized samples.
а                                      b                                       c
а      b
c      d
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Согласно данным табл. 2, исходная ТМ об-
ладает слабо выраженной гидрофильностью со 
средним значением краевого угла ș = 72,8°. АНП 
значительно увеличивала гидрофильность по-
верхности ТМ (ș = 33°). При ýтом отмечался не-
который рост величины краевого угла (на 5–7º) 
в течение первых 3 сут хранения с относитель-
ной стабильностью в последующие дни (рис. 3). 
Ȗ-Излучение изотопа 60Co практически не дей-
ствовало на смачиваемость исходной ТМ (см. 
табл. 2), однако на фоне АНП ухудшало на 3–6º 
ее гидрофильность. 
В первые 3 сут хранения после комбиниро-
ванного воздействия АНП + Ȗ-стерилизация на-
блюдался рост контактного угла смачивания на 
10–12° (см. рис. 3).
Т а б л и ц а  2 
T a b l e  2
Средние значения параметров поверхности TM: шероховатость Ra, поверхностная энергия ıs, дисперсионная ıds и 
поляризационная
 
ıps составляющие поверхностной энергии, угол смачивания: șW0 (вода), șg0 (глицерин) 
Average values of TM surface parameters: roughness Ra, surface energy ıs, dispersion ı
d
s and polarization ıps components  
of surface energy, wetting angle: șW0 (water), șg0 (glycerin)
Образец 







PET film 0,002 36,76 29,15 7,61 0,2 61,1 76,5
ТМ исходная 
ТМ naive 0,031 29,95 5,97 23,98 0,8 72,8 74,8
ТМ + 1 кГр 
TM + 1 kGy 0,028 43,73 0,30 43,43 0,99 68,7 77,2
ТМ + 10 кГр Ȗ
TM + 10 kGy Ȗ 0,03 37 0,9 36,34 0,98 72,3 80,9
ТМ + pl 30 0,103 131,53 7,33 124,21 0,94 33,0 73,3
ТМ + pl 30 + 1 кГр 
TM + pl 30 + 1 kGy 0,055 110,3 3,1 107,2 0,97 36,0 70,5
ТМ + pl 30 + 10 кГр
TM + pl 30 +10 kGy 0,055 120,1 7,08 113,02 0,94 39,1 76,9
П р и м е ч а н и е: pl – обработка плазмой; параметр шероховатости dim Ra= мкм; поверхностная ýнергия dim ı = мДж/м2; 
контактный угол dim ș = градус (ș).* средние величины трех измерений. 
N o t e: pl – plasma treatment; roughness parameter dim Ra = мкм; surface energy dim ı = mJ/m2; contact angle dim ș = degree 
(ș).* the data given are average values.
Рис. 3. Зависимость величины краевого 
угла смачивания șW0 от времени хранения: 
1 – исходная ТМ; 2 – после Ȗ- стерилизации 
в дозе 1 кГр; 3 – после плазменной 
обработки и Ȗ-стерилизации в дозе 1 кГр; 
4 – после плазменной обработки
Fig. 3. Dependence of the value of contact 
angle of wetting șW0  on storage time: 1 – 
virgin TM; 2 – after Ȗ-sterilization in a dose 
of 1 kGy; 3 – after plasma treatment and 
Ȗ-sterilization in a dose of 1 kGy; 4 – after 
plasma treatment





Изготовление ТМ из пленки ПЭТФ существен-
но повышает (с 0,2 до 0,8) значение полярности 
ее поверхности (см. табл. 2). Дополнительные 
манипуляции с АНП или Ȗ-стерилизацией уве-
личивают долю поляризационной составляющей 
ıps. Однако сочетание АНП + Ȗ-стерилизация не 
способствовало вполне ожидаемому росту поля-
ризации ТМ.  
Полученные данные согласуются с результа-
тами ИК-спектрометрии ТМ. После воздействия 
АНП имело место  уменьшении полос поглоще-
ния 1 712, 1 241 и 1 093 см–1, которые интерпре-
тируют как колебания неполярных (C=C, C=O) 
функциональных групп, в большей мере ориен-
тированных в приповерхностном слое материала. 
Предположительно, АНП способствует деструк-
ции полимерных цепей и разрыву связей С–О и 
С–С в аморфных сайтах  поверхности ТМ, что 
приводит к образованию в местах разрыва кар-
боксильных групп (СООН) и предопределяет уве-
личение шероховатости и гидрофильности ТМ.
В свою очередь, стерилизация Ȗ-облучением 
60Co АНП-модифицированных мембран снижа-
ла интенсивность полосы поглощения 1 716 см–1 
в ИК-спектрах, что предполагает уменьшение 
концентрации полярных функциональных групп 
в приповерхностном слое мембраны, и, соответ-
ственно, сопровождается уменьшением гидро-
фильности поверхности, отмеченной в табл. 2.
Биосовместимость трековых мембран in 
vitro. Физико-химическая трансформация  по-
верхности ТМ в результате воздействия АНП 
обусловила необходимость изучение in vitro мор-
фофункциональной реакции ПСКч. Известной 
проблемой полимерных медицинских материалов 
и изделий является избыточное  раздражение 
клеток соединительной ткани, часто приводя-
щее к формированию гигантских многоядерных 
клеток инородных тел и фиброзной капсулы во-
круг полимерных имплантатов [22–26], необхо-
димости их извлечения вследствие «неуспехa» их 
кардиологического и офтальмологического при-
ложения. 
Результаты тестирования реакции ПСКч по-
казали слабую, сравнимую с контролем, ýкспрес-
сию виментина как внутриклеточного маркера 
фибробластов [27] в единичных клетках, распо-
ложенных вокруг ТМ (рис. 4). 
Рис. 4. Состояние 3-суточной культуры фибробластоподобных пренатальных стромальных клеток, выделенных 
из легких человека, в условиях сокультивирования с тестируемыми ТМ. Окраска на виментин (участки клеток 
коричневого цвета): а – контроль роста клеток; b – ТМ после стерилизации 60Со; c – ТМ после обработки АНП 
и последующей стерилизации 60Со
Fig. 4. Status of a 3-day culture of fibroblast-like prenatal stromal cells isolated from the human lungs under conditions 
of co-cultivation with the test materials. Coloring on vimentin (sections of cells of brown color). a – control of cell 
growth; b – TM after sterilization of 60Co; c – TM after treatment with cold plasma followed by sterilization
а             b          c
Сорбция различных ионов (прежде всего Са2+) 
на поверхности медицинских изделий является 
также нежелательным явлением для мягких тка-
ней [19], так как ýто может приводить к нару-
шению характеристик материала, особенно его 
оптических свойств. Неорганический фосфор и 
кальций являются субстратом ЩФ для форми-
рования и отложения фосфатов кальция остео-
генными клетками на полимерных поверхностях 
[19]. В связи с ýтим активность ЩФ и колебания 
уровней кальция и фосфора в биологических сре-
дах in vitro рассматриваются в качестве маркеров 
остеогенного направления развития МСК [19]. 
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Согласно полученным результатам (см. табл.  3), 
при 3-суточном культивировании в ПКС без 
остеогенных добавок контрольная культура 
ПСКч вне контакта с ТМ (группа 2 в табл. 3) 
не вызывала ионных изменений состава ПКС, но 
секретировала ЩФ в межклеточную жидкость. 
АНП и последующая Ȗ-стерилизация 60Со в дозе 
10 кГр придавала ТМ способность менять ионный 
Т а б л и ц а  3 
T a b l e  3
Минеральный и биохимический состав супернатантов 3-суточной культуры пренатальных стромальных клеток легкого 
человека (контроль роста) при прямом контакте с модельными мембранами после различной обработки их поверхности,  
Me (Q1–Q3) 
Mineral and biochemical composition of supernatants of a 3-day culture of prenatal stromal cells of the human lung (growth 





































Контрольная культура без ТМ 
Control culture without TM
1
Полная культуральная 
среда (ПКС), n = 4 
Full culture medium 
















клеток на пластике, 
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Control of the growth 
of fibroblast-like cells 















ТМ после стерилизации 60Со в дозе 10 кГр 
TM after sterilization 60Со in a dose 10 кGry
3
ТМ в ПКС без клеток, 
n = 3 
TM in FCM without 










ТМ в контакте с 
клетками, n = 3 
TM in contact with 












ТМ после обработки АНП с последующей стерилизацией 60Со в дозе 10 кГр 
TM after cold plasma treatment followed by sterilization Со60 in a dose 10 кGry
5
ТМ в ПКС без клеток, 
n = 3 
TM in FCM without 


















ТМ в контакте с 
клетками, n = 3 
TM in contact with 


















П р и м е ч а н и е: n – количество исследованных образцов (лунок) в планшете. 
* статистически значимые различия согласно U-критерию Манна – Уитни.
N o t e: n – number of samples (wells) in the plate. 
* statistically significant differences according to the U test Mann – Whitney. 
состав окружающей среды, что может быть по-
казателем как изменения состояния мембранной 
поверхности, так и появления продуктов деструк-
ции ТМ, небезразличных для клеток. Вероятно, 
ýто является отражением изменений физико-хи-
мических свойств модифицированных ТМ (изме-
нение заряда, увеличение шероховатости и гидро-
фильности), отмеченных выше. ПСКч способны 
͵ЧЪЧЄЄЭЎТ φ.̈́., ·Ч˚ЋѴЧЬ ύ.͵., АЪЋЯЭЎ ψ.τ. Ч ФЮ. ·ЭЎХЮ˘ЬЭЯЂЬ˞Х ЯЎЭШЯЂЎТ Ч УЧЭЯЭЎЫХЯЂЧЫЭЯЂ˟ in vitro ЂЮХЩЭЎЭШ ЫХЫУЮТЬ˞
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активно менять ионный состав культуральной 
среды [28]. При ýтом увеличение концентрации в 
межклеточной жидкости калия, преимущественно 
располагающегося внутриклеточно, является по-
казателем цитотоксичности, обусловленной нару-
шением мембранных каналов и насосов [29].
Тем не менее морфологическое и метаболиче-
ское состояние клеточной культуры при контакте 
с ТМ, модифицированной как одной Ȗ-стерилиза-
цией, так и в комбинации с АНП, статистически 
значимо не отличалось от такового в контроль-
ной группе клеток на пластиковой поверхности 
культуральных планшетов (см. табл. 3). Это об-
стоятельство позволяет исключить существенную 
деструкцию ТМ после стерилизации. Изменение 
физико-химического состояния поверхности 
ТМ после модификации остается, по-видимому, 
в пределах относительной биоинертности, по-
скольку не приводит к грубым изменениям мор-
фофункционального состояния культуры ПСКч.  
χτώ΄ЁВφ΅ψφ
Комплекс проведенных исследований позво-
ляет сделать следующие выводы. 
1. Воздействие АНП на поверхность ТМ спо-
собствует более чем 4-кратному увеличению па-
раметра шероховатости Ra. Последующая Ȗ-сте-
рилизация ТМ, модифицированных плазмой, 
практически нивелирует изменение их шерохова-
тости, вызванное Ra.
2. Обработка ТМ с помощью АНП приводит 
к возрастанию гидрофильности поверхности с 
соответствующим уменьшением значений кон-
тактного угла ș  на 40–43°. Стерилизация суще-
ственно не влияет на смачиваемость поверхности 
исходных и плазменно модифицированных ТМ.
3. Увеличение смачиваемости и шероховатости 
поверхности ТМ, обусловленное их плазменной 
обработкой, связано, по-видимому, с деструкци-
ей полимерных цепей, находящихся в аморфной 
фазе, и формированием в местах разрыва С–О и 
С–С карбоксильных групп.
4. Слабая морфофункциональная реакция 
культуры пренатальных стромальных клеток че-
ловека на 3-суточный контакт с модифициро-
ванными ТМ свидетельствует о сохранении их 
относительной биоинертности, отсутствии выра-
женной деструкции при воздействии ионизиру-
ющего Ȗ-излучения радионуклида 60Co в дозе 1– 
10 кГр, в том числе комбинированного с АНП. 
Таким образом, поверхностные свойства и 
биосовместимость ТМ на основе ПЭТФ после 
воздействия АНП и ионизирующего Ȗ-излучения 
радионуклида 60Co свидетельствуют о перспек-
тивности дальнейшего их изучения в приложении 
к кардиохирургии, офтальмологии и, возможно, 
других разделов медицины.
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